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بررسی بیان موقت پروتئین نوتر کیب 21,])) انسانی در گیاه نخود به روش آگرواینفیلتراسیون 
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چکیده 


بر علیه سلول‌های سرطانی موّثر می‌باشد. با توجه به اهمیت فناوری جدید تولید پروتئین‌های نوترکیب در گیاهان. تولید 


پروتئین 00721 نیز در گیاه نخود که دارای خواص آنتی‌توموری و ترکیبات معدنی و شیمیایی مناسب است. مورد توجه 
قرار گرفته است. در مطالعه حاضر از بیان موقت پروتئین 21 به روش آگرواینفیلتراسیون. برای تولید این پروتئین 
نوتر کیب در گیاه نخود استفاده شده است. ۷۲ساعت بعد از اگرواینفیلتراسیون. نتایج آزمون‌های 11-۳01 عصتا [2ع۳۴ 
دات‌بلات» وسترن‌بلات و الایزا نشان داد که سازه ژنی طراحی شده در برگ‌های نخود با میزان بالایی در سطح 
رونویسی و ترجمه بیان شده است. بنابراین با استفاده از روش آگرواینفیلتراسیون و انتقال سازه بیانی 0121 نتایج 


نشان داد که نخود می‌تواند گیاه مناسبی جهت تولید پروتئین‌های نوتر کیب باشد. 


کلمات کلیدی: آگرواینفیلتراسیون, پروتئین نوترکیب» ژن 66121 ۰ نخود 


مقدمه 

گیاهان تراریخته بهترین میزبان جهت بیان صحیح 
پروتئین‌های نوترکیب به حساب می‌آیند. زیرا منجر به تولید 
ارزان آنتی‌ژن‌ها و پروتتین‌های نوترکیبی می‌شوند که به‌عنوان 
واکسن تزریقی و در حالتی ایده‌آل‌تر به صورت خوراکی مورد 
استفاده قرار می‌گیرند (2010 ,۷208 > 6110). در حال حاضر 
گیاهانی با ارزش غذایی بالاء به عنوان سیستم بیانی استفاده می 
شوند. بعضی از آنها را می‌توان به صورت خام مصرف کرد که 
نیاز به پردازش و تخلیص را حذف می‌کند. بیان آنتی‌زن‌های 
واکسن در گیاهانی مثل سیب. موز گوجه‌فرنگی آووکادو بادام 
زمینیء ذرت» سویا و نخود (دانه) گزارش شده اسست 
(2012 ,.۵7 6 00[ ۷ :۵1.,2011 6۶ 0۷]69۲012. 

انتقال ژن به کم کآگرواکتریوم تومفاشینس و تفنگ ژنی 
روش‌های مرسوم تولید گیاهان تراريخته می‌باشند. بر اساس الگوی 
بیان ژن؛ دو روش بیان پایدار و موقت وجود دارد. در بیان پایدار 
باید شرایط کشت بافت و باززایی گونه گیاهی بهینه‌شده باشد. لذا 


*نویسنده مسئول: ۵16۳00۷0/5[۰0۳0.26.1۳) ترمدعده2 


۹۱ 


1 ۷۲۱۹۱00۷ یک 010۳مک اه 7 عع0)). از طرف 
دیگر با توجه به مشکلات تولید پروتئین‌های نوترکیب در گیاهان 
تراریخته پایدار از جمله خاموشی ژن پس از انتقال» تغییرات 
گیربودن تولید یک رده گیاهان تراربخته پایدار با قابلیت تولید 
مطلوب پروتئین و مهم‌تر از همه مشکلات زیست‌محیطی و 
احتمال فرار ژن و9 خطرات ناشی از آق سیب شده ات 95 در 
سال‌های اخیر از روش‌های بیان موقت ژن در گیاه به عنوان روش 
های مانب برای تولید فرآورده‌های نوتر کیب استفاده شود 
با ویروس‌های گیاهی برای بیان موقت زن‌های خارجی استفاده 
می‌شود. اگرچه ناقل‌های وبروسی به دلیل آلودگی سیستمیک 
محدودیت در بیان زن‌هایی با اندازه بزرگ و نگرانی‌های زیست 
محیطی سبب کاهش کاربرد آن‌ها شده است ( ,اه 6 ۳15006۲ 
2004 
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سرطان. سومین عامل مرگ‌ومیر در ایران است. واکسن‌هایی 
که به منظور درمان سرطان ساخته شده‌اند» شامل واکسن‌های 
درمانی و واکسن‌های پیشگیری کننده می‌باشند. در مورد واکسن 
در مرحله آزمایشگاهی در حال بررسی می‌باشند. پژوهشگران یک 
واکسن سرطانی با پایه گیاهی تهیه کرده‌اند که می‌تواند واکنش 
ایمنی بدن را فعال کرده و براساس نوع خاص تومور یک بیمار 
ساخته شود و در وآقع با تهیه این واکسن به درمان سرطان بدون 
ایجاد عوارض جانبی دست یافته‌اند (2006 ,. 0 لطتلام. 
همچنین از ضدتومورهایی مانند وین‌بلاستین و وبن کرستین و 
آلکالوئیدهایی که از گیاه کاتارانتوس روزشوس (پریوش) به‌دست 
می‌آیند. در درمان سرطان خون استفاده شده است ) 20) 
2013 ,6104 علاوه براین پژوهش‌گران دریافتند پادتن 
ضدسرطان در دانه گندم و برنج قادر به تشخیص سلول‌های 
سرطان ریه. سینه و روده بزرگ می‌باشد و نیز در آینده برای 
تشخیص درمان سرطان سودمند است (2014 ,.۵1 61 2۵50 ۷۷). 

یک روش جدید برای ایموننوتراپی در درمان سرطان؛ 
واکسیناسیون ژن‌های سیتوکنینی به صورت زیرپوستی می‌باشد 
که باعث افزایش ایمنی بدن در مقابل سرطان شده و در نتیجه 
سلول‌های سرطانی از بين رفته و سلول‌های سالم باقی می‌مانند. 
آنتی‌توموری دارد و در ایمونوتراپی بر پایه سیتوکنین‌ها بر علیه 
سلول‌های سرطانی موّثر می‌باشد (2003 ,اه 6 عط۱1. 001 
در بافت‌های لنفی مختلفی بیان می‌شود و به گیرنده بر 
روی سلول‌های دندرتیک متصل می‌شود. این گیرنده در مهاجرت 
بافت‌های بیرونی 9 محیطی اعصاب به غده‌های لنفی 9 بالغ شدن 
سلول‌های دندرتیک نقش دارد 2013 ,906۳0) عک 9210). 
واکسن سرطان 1]21) که تشکیل شده از سلول‌های دندرتیک به 
همراه پلاسمید آدن‌وویروس حامل ژن 2»» دارای یک انمئن 
بالقوه با فعالیت ضدسرطانی است (20006 ,.۵ 6 0۷1۵010۷۵01 
مکانیزم عمل آن به این صورت است که پس از جایگیری تومورها 
در درون سلول‌هاء واکسن ادنو 21 کموکاین 0 ر بیان 
می‌کند که پاسخ ایمنی سیتوکنینی آنتی‌توموری را در محیط القاء 
خواهد کرد (2016 .اه 6 0 ). 

گیاه نخود به علت خواص فراوان دارای ارزش غذایی بالایی 
بوده و در درمان سرطان موّثر می‌باشد. ترکیبات معدنی مناسب از 
جمله سلنیوم به عنوان کوفاکتور آنزیم سوپر اکسید دیسموتاز 
باعث شده نا این گیاه به عنوان یک گیاه ضدسرطان محسوب 


1 4صهمعن1 کتامصط نب ممتامصمفل ۱ 


۲ 


شود. این ترکیب نقش موثری در عملکرد آنزیم‌های کبدی ایفا 
می‌کند و به سم‌زدایی برخی از ترکیبات سرطان‌زا در بدن کمک 
می‌کند و علاوه بر اين. سلنیوم مانع از التهاب و نیز کاهش رشد 
تومور می‌شود. همچنین گیاه نخود حاوی فولات می‌باشد که نقش 
مهمی در سنتز و ترمیم 12۸ ایفا کرده و در نتیجه موجب 
ممانعت از تشکیل سلول‌های سرطانی ناشی از جهش در 13۸ 
می‌شود. علاوه بر این ساپونین‌هاء از جمله مواد شیمیایی گیاهی 
موجود در نخود هستند که از تکثیر و گسترش سلول‌های سرطانی 
در سراسر بدن جلوگیری می‌کنند. همچنین مصرف فیبر بالا در 
میوه‌ها و سبزیجاتی مانند نخود با کاهش خطر سرطان روده بزرگ 
بای تاخی که مخوفیعاری فخاش )است که معا سک 
آلتی‌اکشیدان قوی:غمل مر کند و باغت محاففلت از سلول هی 
بدن در برابر رادیکال‌های آزاد می‌شود (2016 ,۷۷270). تاکنون 
بیان ژن‌های مختلف از طریق اگرواینفیلتراسیون در نخود گزارش 
شده است( .۵1 6۶ #طاتتاجصحصطهتنک 19935 ره ۶ فصفاو۲۵ 
0 ,0 # 9۷2 ,2000). 

در این پروژه نیز با توجه به جایگاه باارزش پروتئین 
نوترکیب 121) در فعالیت آنتی‌توموری بیماران مبتلا به 
سرطان بیان موقت ژن 0/21 در گیاه نخود با روش 
آگرواینفیلتراسیون صورت گرفت و میزان بیان آن در سطح 
رونویسی و ترجمه مورد بررسی قرار گرفت. 


مواد و روش ها 
بهینه‌سازی توالی ترانسژن و طراحی سازه بیان 

جهت افزايش میزان بیان ژن 06/21 در باکتری و گیاه» سازه 
ژنی به‌صورت مصنوعی طراحی و ساخته شد. توالی ابتدایی این ژن 
مربوط به سیگنال پپتید که در ابتدای ژن قرار داشت. توالی مربوط 
به کدون آغازگر (۸6) و به منظور دستیابی به بیان بالا در 
سیستم گیاهی. توالی افزایش‌دهن ده بیانی (۹6006006 602721 
به انتهای ۵ به عنوان جایگاه اتصال ریبوزوم اضافه شد ( ,16071 
9 سپس توالی نشانه ٩۳۳۳,‏ و توالی تگ هیستیدین 
(۶:115) به انتهای ۲ زن افزوده گردید ( ,اه ۶ ۱۷۷/۵۵061۲ 
2 برای تعیین توالی کوزاک از توالی‌های قبل از کدون شروع. 
در ژن‌هایی با بیان بالا در گیاهان استفاده گردید (2004 ,۵۵ ۷۷). 
از توالی نشانه ,9116101۳71 که به عنوان یک سیگنال پیتید برای 
شبکه آندوپلاسمی عمل می‌کند. جهت کمک به پیچش و تولید 
بهتر پروتثین استفاده شده است و همدف از افزودن تگ پلی 
هیستیدین کمک به تخلیص پروتئین در مراحل نهایی می‌باشد. 


بیهقی و همکاران؛ بررسی بیان .| پژوهش‌های حبوبات ایران! حلد۱۰. شمارا نیمه اول ۱۳۹۸ 


جح 


1.۶ 


و ۲ 6 


احسصعت ,۱ ۲۳۲۴۶ 
۳۰ 


موی وه > 


011117 01 12 1 2 


امص ۳۱ ۳ 


احاصات ۳۳0 


شکل ۱- پلاسمید ناقل دوگانه 0۳1121 حاوی ژن ۰66721 ۳۲۵0۳0۲۵۲ 05: نواحی پیشبر ژن نوبالین سنتاز؛ ۷۳111: ژن نئومایسین 


فسنغو ترانسفراز که موجب مقاومت به کانامایسین می شود؛ 10001۳08107 و0 پایانبر ژن نوبالین سنتاز؛ 21۷]۷35): پروموتور ویروس 
موزائیک گل کلم؛ 1607۸16 96006066: توالی افزایش‌دهنده بیانی کوزاک (۸۵۸))؛ 22] م0]1: تگ هیستیدین؛ 10۸: کدون خانمه؛ 


8 و ثارآ: توالی های مرزی راست و چپ 
۱۱60 :]۱۱۳۱۲ زم)مصصم۳ وروی مصتاممما :م)مصصم۳۳ عملا 66/27 مصتمصا هط بمیعع۷ وتفصها ۵۳۴۲121 :1 .هز۲ 
014ص ]1 معفطصوی مصاهم۱۱0 :۲م)مصتصه ۱ وملا۱ بمصه)عنوم۲ مت وهی موم ه‌نط مصهمم مقهه/عصه)مدامرومداص 
مرمع ۳6 مم‌عمم ما افص ره 00۵۵۸) معصمنوعک 1۳6 خمعصهمناوعو ۵۸1 وم مصصماس ما اهقم ۱۵ 0ا نع :35 02۷]۷) 
65 ۲,۵0 6 1۸۱۵۳ :۱,۵ 6 ۳ ,م0 وم :۱6۸ هد مصتهناعاا! :عها متام م1۱6۲ ممنقفهمنم 


ساخت سازه بیانی 

با قراردادن دو سایت برشی در دو سوی توالی مورد نظر با 
استفاده از دو الر یم برشی 07117 9 ۱ پلاسمید ا۶اگز 
حاوی ژن مورد نظر 9 پلاسمید 121( برش داده شدند 9 این 
هضم مضاعف موجب جداشدن قطعه ل]) از پلاسمید 
1 و جداشدن 6127 از 001 گردید. پس از انجام 
(21100ع11) توسط آنزیم آنزیم 182266 123۸ 14 انجام شد 
(شکل ۲). سازه‌های ساخته‌شده توسط ۳0۴ با آغازگرهای ویژه 
ژنی که در جدول ۱ آورده شده است. مورد 2 ق قرار گرفتند. 
سپس در طی فرایند اتصال سازه ژنی موردنظر در ناقل دوگانه 
بیان گیاهی ۳121121 درج گردید. به این ترتیب سازه ژنی 
حاصله, حاوی تمامی عناصر و توالی‌های لازم برای افزایش 
بازدهی بیان ژن شامل یک پیشبر قوی (پروموتور 358)» توالی 
خاتمه‌دهنده (خاتمه‌دهنده 205) و ژن نشانگر گزینشگر «ژن 


تهیه مایه تلقیح و انجام آگرواینفیلتراسیون 

از هرکدام از کلنی‌های آگروباکتریوم سویه 0۷3101 
حاوی پلاسمید نوترکیب که با استفاده از روش شوک و حرارت 
تراريخته شدند. یک کلنی برداشته شد و به مدت ۴۸ساعت در 
محیط انآ حاوی ۵۰میلی گرم در لیتر کانامایسین و 
۰همیلی گرم در لیتر ریفامپسین داده شد. پس از رسیدن غلظت 
محیط کشت به 2600<۱/۵](» سوسپانسیون باکتری 
سانتریفیوژ شده و پس از حذف سوپرناتانت» پلیت باکتربایی در 
محیط اینفیلتراسیون (محیط کشت ظ مایع حاوی 1۷2904 
۰میلی‌مولار. 1۳5 ۱۰میلی‌مولار (-4طلامط2-00]0) 
0 ۷/۱6)12169111101010 و استوسرینگون ۱۵۰میکرومولار) 


۳ 


الق شمه کیاآ کم سر 6005۵ تشه 
سپس سوسیانسیون حاصله به مدت ۱۲۰دقیقه در دمای اتاق 
انکوبه شد. برای انتقال سوسپانسیون اگروباکتربوم به برگ نخود 
ابتدا زخم بر روی سطح برگ ایجاد شد و سپس از سرنگ فاقد 
سوزن استفاده شد (,.۸1 6 ۲1۵0101 :2006 ,.]۵ ۵1 تصصه‌طوع۲۱ 
4 آنالیز بیان ژن سه روز پس از انتقال باکتری به گیاه 
شروع شد (2009 .اه 6 فطمحصصای. 


استخراج 1۷۸ ۳ ]1۳ و ۳ ۳6 1۳621 

بعد از گذشت ۷۲ساعت از آگرواینفیلتراسیون 15۸ کل 
با استفاده از کیت شرکت پارس توس ۸101231 ٩0‏ .021 
استخراج شد و بعد از تیمار 256( رشته مکمل 012۸ با 
استفاده از یک آغازگر الیگو 17 (۲۰ نوکلتوتیدی) پارس توس 
ساخته شد (0101131 021.0). آزمایش 11-۳01۴ با 
آغازگرهای ویژه 0121 و ژن خانه دار طتالا10 صورت 
گرفت. مقادیر ) با نرم‌افزار ۱۷۵0۵8۵6۲ 0۳26 110-120 به 
دست آمد و سطح نسبی بیان ژن در مقادیر 7 2 با روش 
لیواک و اشمیتگن (2001  0۳010]260,‏ >11۷۵1) محاسبه 


سل. 


استخراج پروتئین 

۱گرم از برگ‌های تلقیح‌شده با اگروباکتریوم. در 
نیتروژن مایع پودر شد و بعد از اضافه‌کردن ۸۰۰میکرولیتر بافر 
استخراج (حاوی ۸۵۰میلی‌مولار (۰1115-1101)011-۸ ۲ میلی 
مولار (۰121212۵)011-۸ ۰/۵مولار 26 و یک میلی‌مولار 
(12171) 010010]761001) و سانتریفیوژ به مدت ۰ ۲دقیقه در 2 
۰۳۱۳-۰-۰ روشناور جدا و بر اساس روش (1976) 0010( 


غلظت پروتئین کل اندازه گیری دنت 
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جدول ۱- توالی آغازگرهای مورد استفاده برای آزمون ۳013و ۳۴ ۳6زا 1۳621 
۴ ۱۱6 1۸۵۵۱ 20 ۳۸ م6 معا ممصصام )01۵08۵۵۵۵۵ :1 ما1 
آغازگر پسرو 
م۳ موره۲ :1 

6 0 0۷۱۱۵۵۱۱ ۱۵۱۵ 0 

0 ند 
3 < 
3 ا ‏ 


ژن آغازگر پیشرو 
2۰06 و ۱ 
۷-2 5 0۸0۸000۸ 5 
0 00 0 0 0 5 
0 500 


000۱000 00 
# آغازگر مورد استفاده برای تأّیید سازه‌های ژنی (محصول ۳0۶ ۳۸۵ جفت باز) 
* آغازگر مورد استفاده برای بررسی‌های ۳ 11۳06 621(محصول ۳ ۱۰۳ جفت باز) 
یوبی کوییتین» ژن استاندارد داخلی برای مقایسه سطح رونوشت‌برداری ژن 66/21 بیان‌شده 
غازگر مورد استفاده برای بررسی حضور سازه ژنی در ناقل ۳۳۲121 (محصول ۰۳ ۷۹۸ جفت باز) 
(۵ 385 منم ک0ظ) فامتاتاکومع مصمع ته۷ ۲۵ 9۵0نا فتمصزره ۴ 
(۵ 103 00ج ک() پرمووح ۳0۲۴ مصصتا امک 0۲ ۵0ونا فتممرزری ۴ 


۱6۷۵ ممتامرته‌عصها عصعع 6621 ۵۴ مموتندم‌مه 10۲ عصمع 0تم‌صفاه لممماوز ۲ 
(۵ظ 798 :)0۲0006 ۳0۴) ۷۵۵۲۵۲ ۵۳81121 ماصا اعنتاکطمع عصمع ننه۷ ما ۵0دنا فتممزری ۴ 


آزمون دات بلات 

ابتدا دو میکرولیتر از پروتئین روی غشای نقطه‌گذاری 
شده و غشاء در ۲۷درجه سانتی‌گراد قرار داده شد تا خشک 
کر یی ات بو یک راغ سا نون ی نی 
تاه اگوی مضه مات بل کته شوه بانه | انحتام 
واکنش‌های غیراختصاصی می‌شود. سپس غشاء به مدت 
یک‌ساعت با آنتی‌بادی پلی هیستیدین کونژوگه انکوبه شده 
(دمای ۲۷ درجه سانتی‌گراد) و سه مرتبه با 1/۳۲5 ۳۳8 
شستشو داده شد. سپس غشاء با سوبسترای ۲1۸۳۴ انکوبه شد. 
دو میکرولیتر از پروتئین 121 تجاری به عنوان کنترل 
مثبت و حجم مشابهی از پروتئین گیاه غیرتراربخته به عنوان 
کنترل منفی مورد استفاده قرار گرفت. 
آزمون 515-۳۸):1 و وسترن بلات 

آزمایش ۹105-۳۸677 روی ژل ۱۵درصد با ۱۵میکرو گرم 
پروتتین کل و رنگ‌آمیزی با کوماسی بلو صورت گرفت 
(2016 ,./ 21 ۳2۲920). جهت وسترن بلاتینگ ژل به غشاء 
نیتروسلولزی منتقل شد و با استفاده از آنتی‌یادی مونوکلونال 
تگ هیستیدین کونژوگه و سوبسترای 12۸13 رنگ‌آمیزی گردید 
(2016 ,.آه ۶1 2۲520) (شکل ۷). 


آزمون الایزا 

در نهایت میزان جذب پروتئین نوترکیب در برگ‌های 
تلقیح‌شده با تکنیک الایزا تعیین شد (2009 .61 61 [5(0) به 
این ترتیب که ۱۰۰میکرولیتر از عصاره پروتتینی در هر چاهک 
پلیت الایزا ريخته شد. ۱۰۰میکرولیتر از واکسن معمولی تب 
برفکی به عنوان کنترل مثبت. پروتئین استخراج شده از گیاهان 
غیرتراریخته و همین‌طور محلول 195۸ به عنوان کنترل منفی 


6ص جصه‌ماآه صتصرع- زر ۱ 


۹۴ 


مورد استفاده قرار گرفتند. بعد از پوشش‌دادن پلیت الایزا با 
آنتی‌ژن و استفاده از آنتی‌بادی پلی هیستیدین کونژوگه و 
سوبسترای 1۳/1۳۲ جذب(]۲0 در ۰ نانومتر در سه تکرار 


در این مطالعه به منظور واردنمودن توالی سازه ژن مورد 
مضاعف انجام شد (شگل ۲). 
میزبان از روش آگرواینفیلتراسیون استفاده شد. پس از همسانه 
سازی ژن 6121 در ناقل بیانی 0۳1121 کلونی‌های به‌دست 
آمده توسط آزمون ۳0 با استفاده از آغازگرهای ویژه ژنی که 
در جدول ۱ عنوان شندهانن: تأییف گردید (شکل ۲). 
بررسی بیان ژن 6121» در سطح 1۳۸ 

با تکثیر قطعه ۲۸۶جفت بازی مربوط به ناحیه پیشرو 
پلاسمید که قسمتی از پروموتور 358 و ناحیه‌ای از ژن ۰6121 
می‌باشد و نیز تکثیر قطعه ۷۹۸جفت بازی مربوط به پرایمر 
7 حضور قطعه مورد نظر در ژنوم نخود تأیید گردید 
(شکل ۴). همچنین تکثیر قطعه ۱۰۳جفت بازی 010۱۷۸ حاصل 
از 107۸ نمونه‌های اینفیلتره‌شده در آزمون ۳0۴ 1٩۲‏ 
رونوشت‌برداری از ژن 66/27 را اثبات نمود (شکل ۵۸). از ژن 
0 نیز به عنوان ژن کنترل داخلی جهت کمی نمودن و 
یکسان‌سازی غلظت‌های 01۸ در برگ‌های اینفیلترشده 
استفاده گردید و در نهایت همان‌طورکه در شکل ۵۳8 نشان 
داده شده است قطعه ۱۰۵جفت بازی تکثیر گردید. 


عمنلنجمه‌هارطاعصه‌تاه ۲ - کر گر 3,3 ۲ 
تمصع لمعتاو0 ۲ 
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ظ ۸ 


1 ۷ ۲ 


1 


سین ۱ 1758 


1812 ( 


شکل ۲- واکنش هضم پلاسمید؛ ۳۳۲121 ۸: حاوی ژن 2:۶ و 8: 001 حاوی ژن 0721 و استفاده از آنزیم پرشی ۲ 0717 و 1 96 


5۵۱۳ ۳100 26۵06 عمرم 6ظ) عصتصتصاصدی 0تصعهام ۳۳۲۱21 0صد عصمع 6021 66 تدای 0تصعهام ی ]۵ جمناییع1ز۱ 2۰ ۲12۰ 
۰ ۲۵۹۲۰۱۵۱۵ ۲ 5۵6 2۳00 


1 2 ‌ 4 5 


شکل ۲ نایید کلنی‌های اگروباکتریوم نوتر کیب واکنش زنجیره‌ای پلیمراز با استفاده از آغازگرهای اختصاصی 66121 جهت تکثیر قطعه 


۳ جفت بازی. ۱: شاهد منفی (1): ۲۰۳و۴: کلنی‌های مثبت حاوی ژن 60721؛ ۵: نشانگر مولکولی شر کت پارس توس 
:(1) اماصم ۱6۵۵۷۵6 :1 وجمصم 62 0۲ ۳۴ نما )و۸2۵0 )صمزماصمیع ]۵ ممتای‌آانه ۷ 3۰ ۲۱۵۰ 
کنا0 ] مرو 6 م۱۷۱2 برهایعاه]۱۷ :5 تمصع 66721 عقط اقطا ععتصمل :4ر3ر2 


نتایج آزمون ۴ 11۳0۵ 6۵2 با استفاده ۱ آغازگرهای شکل ۸۸ نشان داده شده است. سیگنال مثبتی در محل لکه 
ژن مورد نظر و ژن کنترل داخلی نشان داد که مبین بیان معني گذاری پروتئین برگ گیاه تلقیح‌شده دیده می‌شود؛ در حالی که 
دار ژن ۰91 در بافت‌های گیاهی تلقیح‌شده با آگروباکتریوم در لکه مربوط به پروتئین گیاه وحشی هیچ سیگنال مشخصی 
بود. (شکل ۶ دیده نمی شود. این نتایج حاکی 1 تولید صحیح پروتثین 


۱ " نوترکیب 121 در برگ گیاه نخود از طریق بیان موقت 

بررسی بیان ژن 21»» در سطح پروتئین ۱ 1 ۱ 

افزایش رونوشت‌های 1010۸ یک زن الزاماً نمی‌تواند ۱ ۲ 

1 ِِِ 99 نتایج آزمون الایزا نیز با استفاده از آنتی‌بادی پلی 
منجر به سطوح بالای بیان آن پروتئین گردد. زیرا تنها حدود ۱ ۱ ان 

هیستیدین کونژوگه نشان داد که پروتئین نوترکیب 0021 


۲۰-۴۰ درصد فراوانی پروتتین با غلظت 2018۸ قابل تعیسیر 
۳ ۱ ِ در برگ گیاه اینفیلتره‌شده نخود به‌خوبی بیان شده است 

است (2006 ,.۸1 01 0۷16 و غلظت نهایی پروتئین‌هاء به سرعت 7 0 
۱ (شکل ظ ۸ در این جا نیز نمونه‌هایی از گیاه تیمارشده. گیاه 


۰ ۰ و 7 مگ دا د. ننا ۱ ۳ . 1 0 
ترجمه و تجزیه نیز بستگی دارد. بنابراین» جهت بررسی بیان ۲ 7 
ژن در سطح پرو نثین» از آزمون‌های وسترن بلات. دات بلات 9 


استفاده شد. همان‌طور که در شکل ظ۸ شود. میزان 
الایزا استفاده شد. نتایچ آزمون 515-۳۸0 حضور باند ی و ی و تا 
۷ ۲ 0 بیان ژن در نمونه‌ی تلقیح‌شده بسیار بیشتر از گیاه تیپ وحشی 
۲ ۱ 7 ۱ ۳ بود که حاکی از بیش بیان 21آن) در برگ‌های تلقیح‌شده 
قرار داد (شکل۸ 0. آزمون وسترن بلات هم توسط آنتی‌بادی ‏ ۶ ۰ : 
۱ ۱ سس ۱ ۲ ۲ نخود می‌باشد. واکنش ناچیزی که در گیاه تیپ وحشی و 
مونوکلونال کونژوگه پلی هیستیدین (شرکت 518102) انجام ۱ ۱ ۱ ۱ 
۲ ۳ ۱ اصهاظ دیده می‌شود. به نظر می‌رسد ناشی [ واکنش‌های 
شد. وزن مولک‌ولی پروتئین توسط وسترن بلات تثَِ_ّ ۳۳ 
۵ کیلودالتون تشخیص داده شد که دلیلی بر بیان موفق این ۱ 
پروتئین در گیاه نخود می‌باشد (شکلظ ۷). همان‌طور که در 


۹۵ 
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شکل ۴- تأٌیید حضور ترانسژن با واکنش زنجیره‌ای پلیمراز در نمونه‌های اینفیلتره‌شده گیاه نخود. ۱: نشانگر مولکولی شرکت پارس توس؛ ۲: شاهد 
منفی نمونه 12*۸ استخراج‌شده از برگ نخود تلقیح نشده(01؛ ۲ و ۴ تأّیید حضور ژن با استفاده از آغازگرهای ژن مقاومت به کانامایسین 
(017) (تکثیر قطعه ۷۹۸جفت بازی)؛ ۵: تأیید حضور ژن با استفاده از آغازگرهای 121:)-۵]۷) (تکثیر قطعه ۳۸۶ جفت بازی) 
0916)0۱05(۶) مه 926 1000۵ :1 وهع‌مانمل ]۵ مع۲ ۱62 10-2)60ص حز مصمع 66121 ۵۲ م06۱6 ۲0۲ وتووامصه ۳۵۲ .4 ۲۱۵۰ 


00(۶ 798) مرن ۱۵ وا اصهان 60اهاتصا که 0۳۵0۵ ۳۵۹ :4 6 3 چ(۱۲1)) )ها ۵۵ ۱۱۱۵ ۵۴ 0۳۵000 ۳۵۹ :2 
(0 386) 0۵۷۲۷۲۰۵۹۵210۵ ها عم۲ م۱6 660ص که م0۳۵0 ۳۵ :5 


ی 1 بر 
۱ 1 > ۲ ۱ ۱ ۰۰.21 


شکل ۵ - بررسی بیان ژن ۰66/21 (۸): تأّیید بیان 6012 در برگ‌های اینفیلترشده گیاه نخود با روش مقایسه نیمه کمی 131-۳018 


(8): تکثیر ژن 0/117 نخود به عنوان ژن کنترل داخلی 
تمه از مم۲ م۱6 0م)م)اص ۵۶ فصن ص ممتوعم وه 662 0۲ م۵0۵6 ۷ ۵۸(۰) واصعه‌صوعع‌عوعه صمتعععمن عصهع 680121 .5 ۲1۶۰ 
امعصصی احصماصا مه و دنل ۵ صمنای‌تنامرصه درظ) بخلن 1۱۳۲-۳۴ ۷۲6 26)صمتان 
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52۳۵۱۵۶ همانهام 


شکل ۶- بررسی بیان ژن 0721 با استفاده از ۳0۶ مصتا 1621 ۵ ظ و 0 تأبید بیان 0721 در نمونه‌های اینفیلتره‌شده نخود با 18691 


۴ منا؛ امطاصم: ژن 17/1770 به عنوان ژن کنترل داخلی 
عصص (هع1 طذه عمامرصعی همان ما منویموه 662 ۵ صمناه۰۳ ۷ :0 6 ظ بخ واص‌صصوعم‌وعه «منعععمن 2696 6672 6۰ ۲۱۵۰ 
ای احصهاص مه ۱ اماصه ۳ 


۹۶ 


بیهقی و همکاران؛ بررسی بیان .../ پژوهش‌های حبوبات ایران/ جلد۱۰. شمار!. نيمة اول ۱۳۹۸ 


۱2۰۰ 


"1 52112 


شکل ۷- بررسی نمونه‌های پروتئینی استخراج شده از برگ‌های تلقبح‌شده نخود توسط ژل 515-۳۸6 ۱۵ درصد (۰۸ 120067 نشانگر 
مولکولی پروتئینی پارس توس؛ ۱. ۲ و ۳: نمونه‌های پروتئینی برگ‌های تلقیح‌شده نخود و مشاهده باند ۱۵/۵ کیلو دالتون. ۶: آزمون 
وسترن بلات نمونه‌های پروتئینی برگ‌های اینفیلتره شده نخود. »0: نمونه کنترل مثبت ویروس مزاییک توتون؛ او ۲: نمونه‌های پروتئینی 
برگ‌های ابنفیلتره‌شده و مشاهده باند ۱۵/۵کیلو دالتون. نشانگر مولکولی 502100 0۲6 فرمنتاز 
۵ (61) ۳۲۰۵ :1۱20060۳ وره) 162۲۵8 ه6معامنصل رم 0ماعصان ومامرصهه صنمام0۳ 0۶ علووامصه آمع 5۳5-۳۸۵6۲ 15۵ 7۰ ۲12۰ 
م0 مصتاام0۱ هایع ۷۷ و(رل‌صوها لک ه.قا) مع۱6۵۲۷ مممرءلعتصل مروت ممامر‌صوه صتم)۳2۵ :3 6 2 و و(کتاماکندظ) م۳۵۲۲ 


۰6 ۱0 ۷۵۵ و۵۱60 0۱۵1 و۱۷ ماو ۱۵2۳۴0 (عا 15.5) وعمام‌صصهی )۳۳۵ ۱۳0۱0۵6۵0 :2 6 1 مهب ررظ) عمامرصمه 
۵ 0 ۲۷۱۲۲۷۶ ۱۵5216 متام 
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(8۱30۱۷)85۸ ۵ ۱ ا( 
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دی و۱۰۱ 


52۳0۵۱۶ 


4 ظ 
شکل ۸- (۸): تأیید تولید پروتئین نوترکیب 621 در برگ‌های نخود تزریق‌شده با سوسپانسیون اگروباکتریوم با استفاده از آزمون 
دات بلات. ) 6 3 ب۸: نمونه‌های پرو تئینی ابنفیلتره‌شده نخود؛ »0: نمونه کنترل مثبت؛ ]0: نمونه کنترل منفی (گیاه غیر ترار بخته). (ظ): 
بررسی تولید پروتئین توسط آزمون الایزا. 0001 009176: کنترل مثبت؛ 169۴ 0۳909]01۳060: پروتئین گیاه تراربخته. 


000 622101۷6 کنترل منفی (پروتئین) 

۸ :) 6 ظ ر۵ نج 0 مع۲هع۱ 0مصصم)عصهه ‏ متم)من اصمامیع ۵ ممتاع066 ۲۵۲ 0۱۵۲ 00 صنع)۳۳0 :(۸) .8 ۲۱۵۰ 
0۵0/۵۵۵ ۶ظ وصهام مومع وصه0- ۱۵ ۵ مامرصصهی ما۳۵ :اه خامصاصی تالف ۵ تعاصهاص عتصعمععصه ۵۲ مامورصهه 
#عاطهام ءتصعععصهه ۵۴ مامرصدی تعامج خاممصی ع۲انووم تفوانا! و عاصهام متصعمومصهه ‏ اما 00۵1 اصمامههمعع۳ 

2۱۱0 اماصی ۱6۵20۷۵6 وه )مها »لمع عصهته-صمص ۵ مامرحصهی )۳۳۵ 


بررسی بیان موقت. روشی رایج جهت ارزیابی ظرفیت بوده و برای آنالیز عملکرد ژن در زمان کوتاه روش کارآمدی 
سلول‌های مختلف گیاهی در تولید یک پروتئین خاص یا می‌باشد ( 2000 ,اه 1 0100102 :2000 اه 6 
سنجش سازه‌های بیانی مختلف است که با استفاده از تکنیک 6 با روش بیان موقت می توان توانایی سیستم 
آگرواینفیلتراسیون انجام می‌شود. این روش سریع. انعطاف‌پذیر. ‏ بیان ژن را قبل از انتقال دائم به گیاه مورد ارزیابی قرار داد. زیر 
ساده. بی‌نیاز به کشت بافت و در بافت‌های تمایزیافته قابل اجرا تولید گیاه تراريخته با تظاهر دائم مستلزم صرف وقت و هزینه 
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است. به این ترتیب با تعیین بهترین سیستم و حذف سیستم 
هایی که کارایی کمتری دارند. می‌توان در وقت و هزینه صرفه 
جویی کرد. همچنین از این روش می‌توان جهت بیان سریع 
پروتئین‌های باارزش استفاده کرد. تکنیک استفاده‌شده در این 
تعیین بیان تراریخت. دارای چندین مزیت می‌باشد؛ از جمله 
این که برخلاف ناقل‌های ویروسی با محدودیت در اندازه ژن 
منتقل شده مواجه نیست. انجام ی ساده‌تر از بمباران ذره‌ای و9 
تراریختی پروتوپلاست می‌باشد. سریع است و برخلاف تراربختی 
پایدار اجازه می‌دهد ژن‌ها آنالیز شوند و اثر زیان آوری روی 
رشد و نمو نداشته باشند. مقدار بافتی که ژن در آن بیان شده 
و پتانسیل استفاده برای تولید پروتئین در مقیاس آزمایشگاهی 
را دارد. همچنین به وسیله این روش می‌توان برخی از پروتئین 
ها را بدون نیاز به باززایی گیاهان تراریخته خصوصاً در گونه‌های 
کرد ( 2011 ٩۱۵۷۵7],‏ 6 1801606). تاکنون مطالعات زیادی 
بر روی نخود انجام شده است و9 ژن های متعددی به منظور 
تولید صفات مختلف در گیاه نخود از طریق اگرو اینفیلتراسیون 
وارد شده است (6 ۷ااحصحصطوتنگ؟ :1993 ,]۵ ۶1 ممهام۳۲0 
٩۳۲۷201 6۶ ۵,10‏ ,01.,200000). 

مطالعه حاضر که اولین تحقیق در زمینه تولید پروتتین 
1 در گیاه نخود می‌باشد. با هدف استفاده از پتانسیل 


بالای گیاهان جهت تولید این پروتئین نوترکیب طراحی و اجرا 


منابع 


گردید. از آنجا که در پلاسمیدها و سیستم‌های تظاهر امکان 
جایگزینی عناصر تنظیمی مختلف و مقایسه و بررسی آنها وجود 
دارد. می‌توان بهترین عناصر تنظیمی بیان ژن را جهعت 
دستیابی به بالاترین میزان تولید پروتئین نوترکیب در گیاه 
شناسایی نمود. در این تحقیق نیز استفاده از عوامل مختلف 
افزایش‌دهنده بیانی (نظیر بهینه‌سازی توالی بر اساس ترجیح 
کدون گیاهی. استفاده از توالی کوزاک و پپتید راهنمای 
17 توانست تأثیر زبادی در میزان بیان پروتئین 
داشته باشد. از این رو جهت تولید گیاهان تراریخته پایدار 
تولیدکننده پروتئین نوترکیب 121) می‌توان از این ترکیسب 
پلاسمیدی استفاده نمود. 

در این پژوهش نشان داده شد که ژن 2 امکان بیان 
در گیاه نخود را داشته و این پروتئین نوترکیب تولیدشده با 
استفاده از آنتی‌بادی تگ هیستیدین کونژوگه قابل شناسایی 
می‌باشد. از آنجایی که در این بررسی: بیان ژن مورد نظر به 
خوبی در گیاه نخود به عنوان یک میزبان گیاهی مناسب انجام 
شدسین تیچ ری مشود که بلجیوه خرن ار روتو 
آگرواینفیلتراسیون می‌توان میزان نسبتاً بالایی از ژن 6/21 را 
در مدت زمان اندک تولید نمود و از اين پروتئین نوترکیب به 
عنوان فاکتوری برای تقوبت سیستم ایمنی انسان به خصوص 
در افراد مبتلا به سرطان استفاده کرد. در ادامه پروژه با بهینه 
سازی روش انتقال ژن به نخود و عدس می‌توان گیاه تراریخته 
پایداری تولید نمود که ژن 121 در بیان شود. 


اصمتقصهط صتاتهامدصاهتهظ .2000 .۱ روطمومعاباجظ هه یک بقکا رفک و بلهت0۵۵ بظ ,عصهصصطه0حعظ 
0 10005 ۲۳2 معط مه ممهءتاوم2 :ععصمع ممصهافلوع۲ مفهعون ۵۶ طمتلقا0ع1 مطع م۶ امه ۵ قه ورد طملوومتورم 
73-1۰ :(21)1 [2تا0 [ اصهاظ مط1 .0260 

صها مه واصهان 0۶ ما۲ مطا صرح اجه 21 مطا مد مصتم‌امتض متاناهمرحتمطا 0۶ ممتامنال100۳0ظ 2007۰ ۱ یحطهوظ 
121-4 :(1102)1 0166۵9 ۵۶ «صعلهع۸ ۷۵۲ ۱۱۵۷ عطا ۶ دلفصمم .عصصماهان ممتامنال ۲0۵ قه قلعم 

۶ مماتاممتان صهوممنصه ۵ ممتاهتتاصدتن مط ۶۵۶ 0مطامه ۷۵ قمع 20 ۲2۵10 ۸ .1976 ,۱۷۲.۷۲ ,۳۲۵0۲0۲0 
.248-4 :72 #تاوتصعط)م1ظ 1621 ولمم .عصللصاها 0۵ -صعامنم ۵۶ مام‌تمصلين عطا هممتاتانا صتما0م 

۰ .۷۲ ,1۳2001۵ 20 ریگ ,۵10000 بل بلمطهع2ک بیط 627۷۵06 بی م۷]2602 ,.۲ م242صنط9 .۲ مبعطزنز 
۵1 میمصفانو آمعممطمموع ۵۶ فلفدامه‌امه عم مر اه 7 تما۲۵۵۵۵ م08(مصصفطه 0 0۴۲ ٩500120108‏ 
3406-1۰ :(909 موم تممصهت لهم2111) بقصم هم 

اصمقعصه۳2] .2016 .9 ,210260 20 و.۲ متطتاما۲۵ رل مبتطعمطدم .و رللتا0تههط ۱۷۲2۱۵12۵00 ,.فیظ ب۳۲۵۲۹۵0 
۷ 162۷6۶ 16006 مه صهعه ٩0‏ مه 1 (۳5۸۲1) وناز 2۵مماگص1 صقزه ۵ ممهتامه حظ ۵۶ ط10وومتمرم 
61-0۰ :(1) 8 10)60080102۷ظ ۵۶ امصریتان0ژ رفک ءمملاهتاا1امامتعه 

۶ مامت 0عقهط عصقاظ ,2004 بک رصق /۲۳ 220 و.ظ بتا0افاتط ویو بع11067ت90 و.ظ وتعع۵ا9 بیک ,۳۲1۵۵۲6۲ 
132-۰ :7 ۱0۱02۷ظ )م۱ ما ممنمتم0۵ میت .ولمعتناممههتهط10۵ظ 

۶۲ 2001000168 ملناهمم۲۵عظ) مه فمصتهع۷۵ 0۴ ۲۲۵0۵۵009 2007۰ ۲۲۰ ,لهتهم) 20 ر.نا رعتاطامم! ۳۲۵۱ .1۲.۷ ,ووم۲۱ 
.315-۰ :(16)3 ۵862700 ملممعومه ]1 0۷۵۲۷۱۵۷۰ 2 :قاصهام ملصمععوصه طا فمماهعلان مه ما۷۵ 

۲ 120101168 وه عاصقام ملصمع11208. .2000 هر راهن 20 ربا رقکا۳00ظ بت) بط0فلللظ بت مع01001۲) 
1151-5۰ :16 01027ظ60ع)۱0ظ لمنمهاظ .ع010۵02/۱۵۵۵0)1621 
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پیگ.ل مط50تها۵ظ و.ظ ۱۷2۵۵۵۵900۲060 ویک بعا2طمان و.لا م12 ویظ متام طتاتوموفظ یک رتفصلاهی .. 


2 ۷1۵ 12)100صصتاومی 1-6۵11 بان وعاع0601 00۲21 .2009 ۰۷۰ بطلعاه 2۳0 و.ظ 10۳082016 و.۷ ما۲۱ 
580-۰ :114 1000ظ .027727 امع0162/126-060680 0[ 

21026064 200 ,]۱۷ باتلوعهاط ,لا بتطعه)طد۱۷]0 ویاط بتطهه۷۱۵2 ,.5 بتلبامتوتمرصطم ۱۷۱۸۱۵12۵ ,.۷۲ بتط۲۱۵۵101-۳1۲1۵0 
0 1 ما۵0 6۵26 (۲۱۱۲۱۷) ونان عفقعوی طاناممه. مه 1۵0 0۶ طم81ومتمنه اصعلوصه1۳ .2014 .5 
28-۰ :12 0102۷ه00ع)10ظ گم زمصام[ مهتصح ممتامتاا امه ۷1۵ ۵۵۵6۵ ۸۷۱۵۵1۵۵) 

مفصصیاط ۵ ممتقومتمه . اصمتقفمه1]. .2005 ,۷۲ مطملصه020مطک هه ریظط بتطه‌طاهتتاه؟ بلط متصه‌طمه]۲ 
(۵۷۵ی ۵6۵6۵) ماع مه 100۵6 ۷۱۵۵۹۵۵۵) 0عموه۱۵ 1۵۵۵08 80100) مامح ما معمعصعموظ 
۰ (02 10)60080108۷ظ 0۶ امصتاول ممتصو1 ممتاهماگصان وه «ها م1626 

امتاجمامو م1 :رهاظ ما جممعمن م۳ ممتطم]ممه11 .2010 .۱۲ بمتتان مضه من ولتت بیک بظ۲]6۲۲۵۲0 
-224 :(5002 0102۷ظ0 و مناوتصممص ۱ ۵۶ تمصمژ بطا ومع متامصنام‌تاووم 0۴ ووعع۵ع۵ عص طر وله عط) 0۶ ۲۵16 
.247 

عط مد عمسامجعع لمح صتقتاه ۵۶ مهن .1989 .(1۱.ژ رفمطها مضه یم مصمقلمع! مشسله و۳099 
274-۰ :8 ۵۵0۲/6 الم )صهاظ .۱۵۵۸۱۱۵۵6 ۸۵۳۵۵۵۵۵۵ ما هه ۶ اتازماتامععوتاه 

۲ ۵0)06۲۵0۷) آصهب ۸ .2011 .۲ موعصرم 2004 وب بع۲۱۵۵061 ,.1 موع[۱۷1 بیظ ماظه/۳ظ ولا مط0فصطم[ 
۰ 16 9۷۹)۵12 ۵۶ 1۱۱2)20286 مصوطهمن) م1[ .ومومامع۱۱۷۹)۵ ماه تممصمت آه1اممو۱00ظ 

.اقا ملصعع مه عمتمتا کممصورم 06۷۵0 مصزمع۷۵ ع01ا0ع 1 ومع همست .2010 ۱۷۲,9۰ رعصع ۷ 20 ر.ت).1 مالک 
.61-۰ :15 عط۲1ععم1عطظ ووعع۲۵ع100ظ مه «ع010صطمع)10ظ 

۰ 6001695101 ۱۵۵۲0102005 وه فاصقام تممتانتا16۷0 همع 1 .2001 ۷۰ ,۷۱۵۹۱۵0۷ 20 رویط 150010۳/5 
2735-0۰ :(19017 ۲۷260186 

:002 ۱0102۷ظ ارم ۵۶ امصتاه0[ م1 .عاه0منا مه :ممتاهامصهط ۶۵ عمج عصتصصوعو م1 ,1989 ,۷۲ ,1026 
229-1۰ 

مصتامنااه7ه ۶۵0۲ وروی 12010 10۲ مباوتمطهعا ه وه مملامتااصمتعه .2011 ...1 )90۵۳/۵ 220 رب۷.ظ رع01عر] 
325-4 :(30)3 ۵۵0۲8 الم )صقاظ .عاصهام صا دعصمعفصه عمصم)918ع1 ]18960 مهم 

م۲621 مملوت دام مملوومتمره مصعع ۵1201۷76( 0۶ ولوراممنظ .2001 ۲.1۲۰ رجععتاتصصطاهد: 220 ررلیک مکل1۷2,] 
402-8۰ :25 م۱۲60 ,0مطاعصن 2۳ مط 0ص ۳0۵ ۷6تاهاتاصدیان 

مدا بصملامم ۵ج عتامصصت ۶۵۲ فمصامع۵ ۱۷ ,2006 .6 رتصز۳۲۵ مضه ویظ متصصهل بیط مملله2۳۷ ملظ متطللان ] 
.204-0 :(6)3 02066۲ 16۷16۷۷5 

تال 2040 .9 بلق مرصاط بع۷۷۵18 و.۷.۳۲ بل بیط م2082 ۷۷ ولا بلا۷۷ ).2 بلالنا ب.ت) و2208 .26 باقن ونان تا ] 
۲ 0۵0101۵۵۱۵ 0۲ ۳۲۵۵۵۳ مان-۱۱ع0 ماو ععمعصمت 20 ومصهاوامع0عظ) وعام)۳۵۵11 00121 .2016 .[ 
۰ 0۵1۱0127 مه ممژم۷]۵0۲ 0200201۷0 .ولفصمزه: اتممو/۵ 1/091 که طمنام‌تطا فلامن 

ممتامحصمفطه ها باتصتصصدنا مصه طمتامصصصصها لصا عصتصت 1 :2006 ۷۲ یتلهعم۱ 220 ریک بل0866۵ظ بیظ ملظه 1۷۱200۷ 
907-۰ :(6)12 ۲ع0۱0ماصصصو دزی معا ,عم مه و«0عع تممتاه 960۳۲۵ 

۶ حمامصصن مه ۸۵۵۵۵۵۵۵۵2۲0 ۳۱۱۵0-۵1]16016000۷ ,2011 .1.۷۰ ,هلحم وی ملهتصهو با ۱۷۱۵۲۵02 
5 (۱ع) )ص۱2 .عاصهان ملصمعمصها اصهاواوهتامعوصا 0 مملاهمم۵ع۲6 2۳0 (م[ 0۳2 00۵۵۲ 01028۵ 
.1603-6۰ :30 

٩.۸. 0‏ رتمع۷/۵ 220 وب مصقصهطمباظ وین بطمتاق موبلا ب0ت) بلط ,9060 ب.ظ و۳۱۵1 بیظ 1۷/0116 
50-۰ :(410)6824 متنع .علفه)فهاعطظ مهم اقهععها ض 1۲۵۵۵۵۲۵۲ مصعامصصفط ۵۶ امممرم01۷ 12۷ 

ممصهلصهاه صتمامم مضه خ اوه ممعساهها . ممتاهاه‌ومن ,2006 ۷۷۰ رعصقط2 200 ر.ت) بلا ۷۷ وبا م10 
فص لهعتصصمطمرظ .فمماهنه۷ 0 متام تاصعلز ما ممقوعتوع: مامتالناهه ده :و۵ ع ۷۵ ۵۲۱۲۱0وعر] 
603-0۰ :339 ومم1)هعصا مت طمتهع وم ل162و ۳10۵ 

تقلنمعامصظط عصقام ما وممصع7ب 4 ,2011 ٩.۷۰‏ ,تلع مه ریگ بتطاه012۷7ع1 ).۲ م0000 .۵.0 راهان 
210-۰ :29 وععمه72 ۸0 بع0ا0صط0ع)0م1ظ .عط1ط 12 

۷ ۸ -()0۱20 عم۷۱۵۱ عتایل فنامتعمصهع- 1اه مه) فناعوم فتاطامع‌نهطامن ,2013 ۷۰ رهتقطه مضه ر۷ رطتقه 
139-۰ :(1)6 1059016066ظ ۵۱160مخ 6 ۲۵۲۵ ۵ امدرتمل لممم)مصعماص .ععتاهممم متانهمرحتمط 1 للاصمامم ۵0 
۲) 01062۵ ها ممتامصصا0کقصه6 ۸۵۲۵۳۵۵۵۱۵۵۵۵۵۵۵ .2010 .یط مصقوتاو هه 9.۷ متتقاط وبا تمه 
کجانهع۱۷]۵0۱ امدووطاظ .وعمامه؟ اممعل ۵ ممتامعتتامه :عصمع مامت اممتام856ض1 صرح 16 ری ت۵۳ 
,273-4 :(1603 قامعا «ع1010ظ 

متصت نامع مصصمط 0611۷۵۵0-]1۵۵ظ .2009 .6 ,امک 20 رب ,۲۱۵190 ببظ ,معط یک مکلتا۷ ۱۷۲91 بلط ملظ با منم 
2606 ۷ .1010682۵ هداج 0۶ صتحتاد 10086912/05/05 ۸ م6 )1 م18۶66)10 ععممالمطل )فصنقعه فاعع1 ماهعا2۳0 
.1087-9۰ :27 

۸ ۸ .2009 لو 22و۱۲ مضه مویل م۷۱۵۵ م۲۲ مفطمصصرل 
مضه عصم‌عفوصهط ماصقام صا اممنامعوطاای صرح مباوعتا ک2ع۱ 5)۵0ع۷ 2۲ ماما ممتاهتتصا نجمد۷ عوتن1۱/۱۱۵/۵ 
965-0۰ :(102)3 عمارععمعمع10ظ مه 1027مصطمع)ماظ .م810ومزمرم 

۵ ۷10111۴ .1992 ۲.۰۷۰ ,و۳۱۱۵ 220 .نا رتهعصه۵نو رفظ باتاطتقا پگ مطقطک یک بلتامتلقط بت ,۱۷۷۵806010 
معط صر وزع۷ع۱ طعنط مه وماهانصتهعع همه ملاع متصصوهامم0صو عطا صا 0عصنهامر ور ناراک اممتهما نوم 
181-۰ :2 اهصرا0[ عصقاظ .عاصقام متصمععصه 0۶ 162۷768 
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بیهقی و همکاران؛ بررسی بیان .../ پژوهش‌های حبوبات ایران| جلد۱۰. شمارةا. نیمه اول ۱۳۹۸ 


10۳۷-1۷61 ]۵۵0۲و موه 8ع00هع ناخ صهه‌ومد مامتاانهه طز فعمنعع: 0عاماوصهتامنا-5 .2004 .2.00 رعصه۷۷ 
1382-0۰ :32 ظ0متهعوع۴ و10ع۸ ۲۱۵1616 .12)108)تص1ع۲ لمح ممتصممعی وملدع۱ ۷۱۵ مم12)1فصه 

۰ م۲۱0۲ 20 وعمصع7 ۸ عم :فاصهاظ ما عمتصنه۴۲ تقانمعا۱۷]۵ ,2012 .9 مه]۱۷ 24 رم بع۷۷/2۵ 
183-۰ 50۳18۵6۲ 

۰ ,بای ,ق۳۵۳1 20 بلط ۱29022۳۵ ببن ,۷۷26۵5 ۷۵۵ ,۷۷۰ ,000012 رم ,202182 ویکلیک مقاق960)0 و.ل ,۷۷۵8 
۶ مطمتاهم1۳۵ :عمصهه اممه لصه معط ها ممتاج تمه 7 تماووعع( مصلامصصمص مصتمهتهم هه مصههماناظ 
502-۰ :7(۰) 100 عناوم تععصهت امحممتاجاظ معط ۵۶ لهصتاهژ .معط 

۲ 6۵۲۷۱۵۵1 .2014 .1 ,۲601۵۲ 200 ویک رمطهوله۲ بیط ,12۷۲00ظ وی ,۲۱۳۵۴25 ,.۷ بتقطوظ ری ب۵)80 ۷۷ 
۵۵6۵۵ .1999-2009 رمممهن۳ ۵0۷۵ ق)افعاه مه مهتم مهءتمصم مممصصه. اللف) تم 4ص 1۳010688۵ 
.415-۰ :(3) 104 ۲۱۵۵۱0۲ ۲۵۵۱۱6 ۵۶ اهصتامز 

ماله ۷۷۵۵ اه ماصمهاتهه بصمتمصصهنص! . لقصمتتندن ‏ رواتتفحفظ . لحم . تعهمممنطن) . .2016 ۷۲ ,۷۷2۲۵ 
یت برش ۸ ۱۱۱۱۱۱۳/۸ 

۸۵۰۵۳۵۵۵۵۲۲۱۸۱۱۵ ۵1 حمتاهمتصصتامن0 .2005 کر رععمصصامط۱ مه ریق مکله2ع1۵8 .لآ ۱۷۷۲۵۵۱۵ 
:(3)2 [هصرناه[ برع10مصطمع)۱0ظ )مها .وزعر۸۳۵(۱۵0 0ج متقعصما رععناع1 طا مملووعزمره مظعع 0۴ 295275 281606 
,259-3 

۵ ]1۱0۲00125 م2011 ۵۶ مملووعمه 1120981001 .2012 ۷۷۰ رل21022 200 وم م21 [2120 وم یله ۷۷ ,.۲ ماه ۷ 
6060-3۰ :(11)022 ۱0)60080102۷ظ ۵۶ امصتام! جورخ .عاصقام را هی ماع 0۵2 1۳ 1201001 


.32 
و 
.34 


33. 


36. 
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38. 


م۳۵۱6 0۲ امصسول صمنصه] 
(۸۳۱۵6 ط-هععع1) 91-102 .۵ و2019 و1 ۱۷0۰ و10 ,۲۷01 


۵ 0۱0۱۵62 ۱۱ مصتامصصمص 021 ۵۲ م60۵۵ ۲۵۲۹6۱۵۲۸۲ ]۰ 
0( 


۰ ,۲۵۲۹۸05 6 ,۱۷۲ وصهنءاصهه مماط تتطعهه]۷ مق و سنهطعوظ ممالاز تطعفطنهظ 


,۱۷۲290020 رطمتاهع0ظ تمطاع ۲۱۱ ۵۶ مااتافصا دمک ربرعماماظ ۵ )صمصانهمع۱ ررتمووع۵1۲:ظ )صداوتوعض) ععصمزمگ 0۶ ته‌طاجصه]۱۷ .1 
۴ 120 2 ۵) زد م طله 120 عمط ره[ 
1 ,601۵8669 اصفاظ ۶۵۲ تماصمن طمتهعوم عک معتاانه‌تتهض ه ععم(1م ,رعممصطهع)10ظ ۵۶ )صمحصنهجعن1 ,۲۵016950۲ .2 
جه ,لمططوه۷۱ ۵۶ رد۷۵ ند 
۶ ۱۷۵۲۹۱6 ۲۵۲00۱۷۹1 رتم۵ ها ۵) هتفه مانه‌تته۸ ۵۶ معملامی ررعمامصطمع)۱0ظ ۵۶ )صمصات1(۵۵2 ,۲۲۵168901 .3 
۱ ۵ تطاوه 22۲ رصعن! رل‌مططعه]۷ 
۴ ۵) مصصهل امه رصع ر‌فصصفه۷ روععمماهی اهمن0ع] ۷ ۵۶ بمتوهب نا 0مصطفه]۷ رمتبتاعما طمتهعوعک تاصباظ .4 
۵ عمج و5202 27؟ رصدا رصهزناظ رصهزتاظ ۵۶ له نصا رعتانه‌تهه ۵۶ مععلام صم ممتاطاتتجمن .5 


6 ۵۷۵۵۵۵۵ 13 :16661۷60 
7 ناژ 5 :60۲60ععخظ 


10]: 1022067/1۷ 8 


(۱۳۱۹۵0۵۵0 

0 ۵۲۵0۷()مصاحصصطو رم ۱960 ره 1026 ۲مصصبای-تامح فقظ رصن 21 0مهع1۱ تام 0 ممتامصصمیل) 
٩00۴2 ۱0‏ لصه )۲ ۷1۵ 186)مصصمداه 0021 0۲ مطلامتاجما۵ ممتحصا ,عللعن تعمصهی )فصتهعه فصتمت‌مان ۵08 
ص تام مامح ۵۴ ممتاممصمن ۵۲ ولرع 1 مج ۸ 0۲ ممتاهتامج مه اممحنن۲60 6116001۷79 10۲ 20۵۲0205 
8 200 صقان تحتعصعع 2 وه ممصه)00عع2 ۷۷۱06۹۵۲۵۵0 عطلصتهع ۵ عتج فاصقاظ ماه وه تعمصقه عصتا[ 
ماه منامتصطمعا عطا ۱۱۵۷۵۲ فصتمامين امومع ۵۶ ممتامنل0ن قلهعو مععق1 معط ۵۲ 01۵۲۵2000۲5 
اصحصاطامو0عع۱ عطا ۵۶ ممتامنمنم فص ۶۵ 1۵001۲6۵0 عصصت عم له 16۷۵ مملووعتمه م۱ وه طمناه قامعا هی 0۲ز1۵ 
مط یتمه ۵۶ مدومن مطا ماقم‌تامهب ها و فهه ناه اممومتم مط ۶م لهمع فظ1 .فافع عصقام ما متعام۳م 
۸ ۱9۹۵6۱5108 معط رمماهاگصامتيه ‏ ممتاهاگدان وه ۷۱۵ ۵۳۱۵11۸۸ 066۲ 1 متعاهتج ال 
وت ٩۲1۵۵6.‏ ۱۵6۵016-1۲66 2 عصلودا 162۷65 عصقاج ماصا ماه اص ور ادعماصا اه (ق)عصعع عطا هصترهها هه عتن1۱۳۱۵/۵ 
۹1۳0016 ۷۵۵ ]1 هه وموممتام لماممصصممنه امعم 1 ماصفام ۵۶ امزنه۷ 2 1 نام 2160 جرمع‌ها فقظ متامتصطهعة 
۲ ماصممممصمن قلهمتصصمطهم) رهام لمح ولهعصتمه هبو متماممی )من .عتاقعممع ۲۵۵10 2۳00 0116011۷76 ]و6۵ 
دوع مه بصمتامصط مصررمجه تعتا ما ومامع ل12صمووم وزهام عقطا مصتتجمامه فقط 1 مامرصصقره 1۵۲ بطعافعط صقصصیط 
0 200 ممتامصصصهاکمد ماصومم صتتتجماعد ‏ مواه وتلوها فط ما فصممومهمم. مملفناهمممصهه ‏ مقصمو. 06002 
امومع ۵ ممتامنلم0ع0 معط رم هام ماصاهتتله۲ 2 وه 1۵۴۵ معملعطه م9 .عماهع همع منت 060262868 
م ممتامه06۷ فباط) رتلوم16 20 وروعط مه هن ما قامر ه روهام طمنطا۳ رماهام] فمتفاومی مقله فقعممته فصتما2۳0 
افص ولهمنمه‌ط)م) رداص مه طمنط/۳ رقصتمم مهو فقط 16 موله هلان عمط ص فممتاهانظ رم فلامی تعمصهه ۵ ممتامط ۲۵ 
40 الا حرم فمله)ظ1 هام۲1 .مها فص )تامصمباممطه عصلل‌همتوو فصه عصاوام‌تااند صمظ ملامع تعمصقه کص0۲۵۷۵ 
,000۷ فنطا ص1 رمعمتمتمط 1 .تمه لهامعماهه ۵ عفر ۱۵۱۷۵۲۵۵ ۵ ۷/16۲ 2990012060 مه فههمعلمنطه م1۳16 عمامماهعع۷ 
۰ 06۵۳۲ 10 000۳۵9560 516)1۲صه۳) 4ج 1260وعطه ود مه مقحصباط ۵ عصوع 6121 


۱۷۲۸۵۲۱۵۱5 6 ۵5 

امعصع1:2 خلناه ۵ مه 6۵6۲ ما صما۳0( 001 مطا مطلوومتمنه ۵۶ وانلزونوومم عمط مصتصصقره 10 
قرع لهصتصمای 2 رمعممنا0ع 2۵1م6 2 ۳/1 ۵01۶160 ,تمه ول 1260وعط)ه و ۷۷۵۵ عصعع 6121 عطا عمتهعوم 
ماما 0ممماههاناد قه ]عتتاوومی م1 ,رناتانلگام) اقصوته ممتصماع متصصفهامم0صه مه 240 رعه) (فتم) مصتتافلط 
۵۵ 0129۳010 6621 ۲۵5010182 1۳6 .وه عظ ها م۷۵6۵ ۱۷۵۲۵ ومنممامه مصتاتتمامه00ته۸ 20 ۵8۲121 ۷۵۵۵0۲ 
۵ 612 ۲000660واصهام اصمماطامهمععع 0۶ مملفوعمه مصهع 1612101۷6 1۳۵ ۵۲1۵13۴۸۵۸۱۰ 6۵۲ ماظصاً 0عاه10 2210-101 
0 ع۵ع 96 0۲ 0۱01060 بعزظ ملع 20۷۵)اصهنتان 20 11-۳ مبماتامهتان نمی ها 2۵28۱۲۵0 
۲ ۱۷۵۵ مامامز0 0121 اصممزاطهممع ۸ .عمط 72 عماج امه وه متقمامتم 1صآنن رعا2۳011 
۰ ۸ 9]ب ۳۲ 20 )۵۱0 006 ,)مها عاوع۷ 1 انامه مصیلتفتط راون 0عاممنازدم ظ 0۱60160 


۵۲00۷۷۹۲۰۵۵61۲ ۵) زرم مها خمطاسد مصتل مومسم 


۰ ما۲ ۵۲ اونستول هه 
(۸۳۱۵6 ط-هععع1) 91-102 .0 و2019 و1 ۱۷0۰ و10 ,۲۷01 


ممتووی یز( عک واابادع1 

0 106 ۸8۲0۳۵۵6۱۵۳۱۱۵۱۱ ط1 آمناتاوجمه متامطا و عمط ۵۶ عمصمومتم 0ممصتگومن «حووه ۲۴ ۵۶ فالنامی: مط 1 
۲ 1۶ )1۳1665 ۵۶ جع فطا باه ۱62۵۷۵5 0عاهعص1 ما 0ماحعماصا ۳2۵ ]مناتاوجم فتط رتقطا ٩009760‏ اوع ۳0 
8 0۱29010 عنام صقط تعطاهنط وا مبافول) صقام طا مصعععصهتا فط رو للع عصقام ۵۶ ممصمصعع عدع1م0 6 ما 1۳16212060 
۲ ۱۱0۲ ۵606 0۶ ممووععم عطا ماحبلهبه ما ۵0)منلصهم 2180 ق2 29521 ۳0۴ مصصت لمع 200 ۲0۶ - ]۳ .(متاج۵ع 
5 من اقصعله عجمتد ه 60هتمهمع 162۷65 0م0۲]فصه مرمع 4عصتقاهان مامرصصقه صتعامم مطا بتقط) 907۷60 29921 
مرج مفاظ عاصاماهع0 ]0 ۷۵8 ما۲۵ اصقاج 0۷۵۵ ۱۱۵ قهممط۳ باماجمی لد ۵۶ تقطا ۲۵ فاصهتهممطهع 
0 ۷۷۵8۵5 66121 0۶۲ اتاتاودمه عصهع اقا ٩۳000760‏ )0۱۵ مماوع۱7 20 (مفلناط) موه )مههع0ومصناصصمد 1160 
۵ 0 بل د.13 اه 06060060 قه7 متعامم 0 5126 ۱۷۲۱۵۵610 .۱۵۷۵۱ ممت)هافصه لمح مملام1هعصهتا طا «راطعنط 
۰ (ع1ظ 1 162۷65 0ع)مع]وصه ما مد 0مووعز۵۵ ۳/2۵ 0021 6 )2ظ) ٩0۱۷۵0‏ فافع مصلناط .عصتاماه 


جمتعصلصم) 

0 2 246ص هعم)1منط فطع ۵۶ مملوعععمه )صعمتقصه) مط هه طم‌هعوع )اف فطا ود همهم فلط 1 
ممع 10۲ ممتاه‌تاامامنوه ۵ «مهعلله عطا رما .ممرقوممه فاد م۶ ۵۵۵0 ۳۷2۵ م۹۵0۵ 5۵۵6 ۵ ۱۷۲۵۲۵ 
متام اصمصاصامو0عع ۵۴ ووععمع مط وعاتلممره ممتاهاصاهتمد .0ماهتفتالز مه 2ع2منط ط عصعع 66121 01 
200۳0۵ عطا مه مها معم6منصه ص موه مماهتازکمتم وه مملوت رعع۵:۵۶0ظ۲۱۳. .ومیاووتا عصقام مد ط10فوعزمرم 
محناله۷ه ما ماطاتوومم 16 م2 0مطامح وتا ر۵۱۵۲01۵ظ۲۳ .قاصهام 2«760ووه معط صا ممتامن0۲00 عصعع 66121 10۲ ٩02162‏ 
۰ 0 2 م1 مصلمع۷۵ صمصاططمعع لقتاصما۵ض ۵ 0۴ 610207 


0 2016 1۲2051601 ره1010۵6) ,(1۵1)) 21 ۱۱2280 م0۵00 ) بطمتاه)ا ود 1۵۲۱۲۵0۸۵۵ 


